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ANTIBAKTERIJSKO DELOVANJE I CITOTOKSI^NI EFEKAT
NATKRITI^NOG EKSTRAKTA TIMIJANA I EKSTRAKTA
TIMIJANA DOBIJENOG PROCESOM HIDRODESTILACIJE*
ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF
SUPERCRITICAL EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT
OBTAINED THROUGH HYDRODISTILLATION PROCESS
D. Mi{i}, J. Ni{avi}, Irena @i`ovi}, Jasna Ivanovi}**
Ispitivanjem antibakterijskog delovanja natkriti~nog ekstrakta timi-
jana (TNKE) i ekstrakta timijana dobijenog hidrodestilacijom (THD) je
obuhva}eno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococcus, Streptococ-
cus i Enterococus, uklju~uju}i sojeve MRSA, sojeve VRE kao i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.au-
reus ATCC 11632 i S.aureus ATCC 25923. Antibakterijsko delovanje ek-
strakata timijana ispitivano je primenom mikrodilucione metode u bu-
jonu, a citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana ispitivan je na }elijskoj
liniji VERO. Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od
160 g/mL do 1280 g/mL za sve sojeve bakterija obuhva}ene ispitiva-
njem. Dobijene vrednost MIC TNKE ekstrakta iznosile su 1280 g/mL
do >2560 g/mL za sve ispitivane sojeve osim za 1 soj S. intermedius
od 320 g/mL. Citotoksi~ni efekat na }elijskoj liniji VERO ispitivani ek-
strakti su ispolji u koncentracijama vi{im od 40 g/mL.
Klju~ne re~i: ekstrakti, timijan, antibakterijsko delovanje, citotoksi~ni
efekat
Iako se danas na tr`i{tu lekova u svetu na raspolaganju nalazi preko
200 vrsta antibiotika i hemioterapeutika uklju~uju}i 50 vrsta penicilina, 70 vrsta ce-
falosporina i 20 vrsta hinolona, problem multirezistencije bakterija na antibiotike je
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na vrhuncu aktuelnosti. Tokom 2001. godine samo u SAD je proizvedeno 24,6
miliona kilograma antibiotika za upotrebu u sto~arskoj proizvodnji i veterini i pri-
bli`no 3 miliona kilograma za upotrebu kod ljudi (Aarestrup, 2005). Ovako obimna
proizvodnja i potro{nja antibiotika dovela je do pogor{anja problema rezistencije
bakterija i pojave sojeva patogenih bakterija koji su rezistentni na gotovo sve anti-
biotike. Takvi, multirezistentni sojevi svakodnevno se umno`avaju i naseljavaju
farme, bolnice i druge ekolo{ke ni{e i {irom sveta dovode do te{kih infekcija kod
`ivotinja i ljudi, sa smrtnim ishodom. Sa druge strane, farmaceutska industrija u
poslednjih 20 godina nije proizvela nijedan novi takozvani blockbuster antibiotik
{irokog spektra delovanja koji bi bio namenjen za {iroku upotrebu u humanoj i
veterinarskoj medicini (Nordmann, 2007). Postoji nekoliko razloga za krizu u pro-
izvodnji novih klasa antibiotika. Najpre, nisu otkrivene nove supstancije koje imaju
visoku selektivnu toksi~nost i stoga se, uprkos dobrom antibakterijskom de-
lovanju, mnogi novi antibakterijski lekovi ne mogu upotrebiti u klini~koj praksi jer
deluju toksi~no na }elije doma}ina. Zatim, pretklini~ka i klini~ka ispitivanja novih
antibiotika traju nekoliko godina, pa ~ak i decenija, veoma su skupa i neizvesna
pa se postavlja pitanje isplativosti proizvodnje novih antibiotika. I na posletku, da
bi se novi antibiotik plasirao na tr`i{te potrebno je pokrenuti ogromnu vi{e-
godi{nju marketin{ku kampanju kako bi novi preparat do{ao do potro{a~a. Stoga
su u poslednjih deset godina u svetu sve aktuelnija ispitivanja antibakterijskog de-
lovanja neantibiotskih supstancija uklju~uju}i i biljne ekstrakte, a u cilju pron-
ala`enja novih sredstava u borbi protiv infekcija izazvanih multirezistentnim soje-
vima bakterija.
Ekstrakcija aktivnih supstanci iz biljnog materijala uz primenu nat-
kriti~nih fluida (NKE) je metod razvijen poslednjih decenija dvadesetog veka koji
ima brojne prednosti u odnosu na tzv. konvencionalne metode. Natkriti~na ek-
strakcija se vr{i fluidima koji se nalaze u ugu{}enom stanju na temperaturi iznad
svoje kriti~ne temperature i pod pritiskom iznad svog kriti~nog pritiska. U ovom
stanju fluid se odlikuje velikom gustinom koja je bliska gustini te~nosti dok mu di-
fuzivnost ostaje velika i bliska difuzivnosti gasova. Ovakve osobine omogu}avaju
da natkriti~ni fluid lako prodire u biljni materijal i omogu}i ekstrakciju sekundarnih
biljnih metabolita. Nakon ekstrakcije vr{i se separacija fluida od ekstrakta tako {to
se sni`ava pritisak pri kome fluid prelazi u gasovito stanje. Na taj na~in se dobija
ekstrakt potpuno slobodan od tragova rastvara~a. Naj}e{}e primenljivan rast-
vara~ jeste ugljen-dioksid zbog povoljnih vrednosti temperature i pritiska kao nje-
govih kriti~nih parametara (31,8oC, 7,38 MPa) ali i zato {to je jeftin, lako dostupan i
nije toksi~an. Sa ugljen-dioksidom je mogu}e izvesti ekstrakciju na temperaturi
oko 40oC, ~ime se izbegava degradacija termolabilnih aktivnih komponenti.
Izborom pritiska (odnosno gustinom natkriti~nog fluida) menja se ekstrakciona
mo} natkriti~nog rastvara~a. Ni`i pritisci pogoduju izolaciji komponenata manje
molekulske mase, dok ekstrakcijom pri vi{im pritiscima u ekstraktu dominiraju
komponente ve}e molekulske mase. Na taj na~in je biranjem uslova ekstrakcije
(pritisak i temperatura) mogu}e dobiti ekstrakt sa maksimalnim sadr`ajem `elje-
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nih aktivnih supstanci. Jedini nedostatak primene NKE u industrijskim uslovima, u
odnosu na konvencionalne metode, jesu ve}a investiciona ulaganja u opremu
zbog rada na povi{enim pritiscima. Me|utim, sami tro{kovi proizvodnje su znatno
manji, proces je jednostavniji i energetski isplativiji, a dobijeni proizvod je kvalitet-
niji i ima ve}u cenu na tr`i{tu.
Stoga u poslednjih nekoliko godina u nau~noj i stru~noj javnosti vlada
veliko interesovanje za mogu}nost primene natkriti~nih ekstrakata biljaka kao no-
vih antimikrobnih sredstava ili kao aditiva hrani koji bi svojim prisustvom spre~ili
razmno`avanje prisutnih mikroorganizama, a time i kvar hrane (Burt, 2004). Osim
toga, smatra se da natkriti~ni ekstrakati nekih biljaka spre~avaju {irenje gena
rezistencije putem plazmida izme|u bakterija (Schelz, 2006). Najve}a prednost
primene NKE dobijenih natkriti~nom ekstrakcijom u odnosu na ekstrakte biljaka
dobijene drugim tehnolo{kim procesima jeste upravo odsustvo primesa organ-
skih rastvara~a (alkohola, etra, hloroforma, acetona, itd) koji su toksi~ni za
doma}ina i onemogu}avaju {iru primenu samih ekstrakata (Dorman i Deans,
2000). Sa druge strane, bez obzira na sve prednosti i kompleksniji sastav ek-
strakata dobijenih natkriti~nom ekstrakcijom kao i njihovu veliku tehni~ku ~isto}u,
rezultati jednog broja istra`ivanja su pokazali da navedeni ekstrakti mogu imati
slabije antibakterijsko delovanje u odnosu na ekstrakte dobijene drugim teh-
nolo{kim procesima.
S obzriom na to da je u prethodnim ispitivanjima antibakterijske aktiv-
nosti natkriti~nih ekstrakata nekih biljaka u na{oj zemlji otkriveno solidno antibak-
terijsko delovanje tih ekstrakata na gram-pozitivne bakterije (Mi{i} i sar., 2008;
Gli{i} i sar., 2007) i u ovo ispitivanje uklju~ene su gram-pozitivne bakterije i to stafi-
lokoke, streptokoke i enterokoke kao ~esti uzro~nici lokalnih i sistemskih gnojnih
infekcija ljudi i `ivotinja koji lako sti~u rezistenciju na antibiotike.
Danas najve}u zabrinutost u humanoj i veterinarskoj medicini izazi-
vaju takozvani MRSA sojevi stafilokoka (meticilin rezistentni Staphylococcus au-
reus) i sojevi VRE (vankomicin-rezistentne Enterococcus vrste) koje su rezistentne
na ve}inu postoje}ih antibiotika i dovode do izrazito te{kih i ~esto smrtonosnih in-
fekcija kod ljudi (Duquette, 2004; Vengust, 2006). Prisustvo MRSA i VRE sojeva
predstavlja gotovo nere{iv problem u humanoj medicini ali i ozbiljnu pretnju u ve-
terinarskoj medicini zbog mogu}nosti nastajanja i preno{enja sojeva MRSA i VRE
sa `ivotinja na ljude. Sojevi MRSA prevashodno nastaju u bolnicama s obzirom na
to da su bolnice specifi~ne ekolo{ke ni{e u kojima su bakterije konstantno
izlo`ene delovanju velikog broja antibiotika. Po~etkom 2000. godne do{lo je do
pro{irivanja sojeva MRSA iz bolnica na civilno stanovni{tvo zahvaljuju}i takozva-
nim asimptomatskim nosiocima sojeva MRSA. Za razliku od toga, sojevi VRE nas-
tajali su prevashodno kod `ivotinja na farmama, jer su farme, sli~no bolnicama,
tako|e ekolo{ke ni{e u kojima se bakterije intenzivno izla`u delovanju antibiotika.
Ta~nije, u istra`ivanjima 1997. godine na jednoj farmi `ivine u Danskoj, prvi put je
otkrivena direktna veza izme|u avoparcina – glikopeptidnog antibiotika kori{}e-
nog kao promotera rasta i pojave vankomicin rezistentih sojeva Enterococcus
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vrsta (VRE) (Aarstrup, 2000). U tom istra`ivanju, ne samo {to je otkriven ovaj oblik
ukr{tene rezistencije nego je ustanovljeno i da se bez prethodnog {irenja gena
rezistencije, sojevi VRE poreklom iz creva svinja i `ivine tretiranih avoparcinom di-
rektno prenose na ljude, pse, ma~ke, mi{eve, ~ak i insekte i tako raznose na velike
udaljenosti da bi u direktnom kontaktu sa prijem~ivim ljudima izazivali ozbiljne in-
fekcije. Interesantno je da sojevi VRE kod `ivotinja kod kojih su nastali, kao i
uop{te u veterinarskoj medicini, za sada, ne dovode do zdravstvenih problema.
Ovi sojevi predstavljaju zdravstevnu opasnost samo u humanoj medicini, ali su `i-
votinje, kako je ve} re~eno, potencijalno opasni izvor ovih sojeva bakterija za
populaciju ljudi.
Materijal
Za ispitivanje antibakterijskog i citotoksi~nog delovanja kori{}eni su
ekstrakti timijana sa podru~ja ju`nog Balkana (berba 2006.) dobijeni procesom
natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) i hidrodestilacije (THD).
Ispitivanjem je obuhva}eno 18 sojeva bakterija iz rodova Staphylococ-
cus, Streptococcus i Enterococus, uklju~uju}i sojeve MRSA, sojeve VRE i referen-
tne sojeve S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 27959, S.aureus ATCC
11632 i S.aureus ATCC 25923. Svi ispitivani sojevi bakterija izolovani su iz uzoraka
briseva ko`e, o~iju i u{iju poreklom od pasa, ma~aka i ljudi obolelih od infekcije
ko`e i konjunktivitisa, osim jednog soja VRE koji je izolovan iz uzorka mozga ug-
inulog psa i jednog soja E.faecalis koji je izolovan iz uzorka jetre uginulog labora-
torijskog mi{a . Uzorci briseva dostavljani su na rutinsku mikrobiolo{ku analizu u
laboratoriju za bakteriologiju i mikologiju Katedre za mikrobiologiju Fakulteta ve-
terinarske medicine u Beogradu tokom 2007. i 2008. godine.
Za izolaciju i identifikaciju bakterija kori{}eni su krvni agar sa 6%
ov~ije krvi (bioMerieux), Columbia agar sa kolistinom i nalidiksi~nom kiselinom
(Becton Dickinson) i hranljivi bujon (BioLab). Za tipizaciju sojeva bakterija do vrste
upotrebljen je BBL Crystal gram positive id kit (Becton Dickinson). U cilju ot-
krivanja sojeva MRSA kori{}eni su antibiogram diskovi oksacilina koncentracije
1 g i cefoksitina koncentracije 30 g, a ispitivanje je vr{eno na Mueller Hinton
agaru (bioMerieux). Sli~no tome, u cilju otkrivanja sojeva VRE kori{}eni su antibio-
gram diskovi vankomicina koncentracije 30 g (Becton Dickinson), tako|e na
Mueller Hinton agaru.
Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je u mikrotitra-
cionim plo~ama sa "U" dnom (Spektar) uz upotrebu Mueller Hinton bujona sa
korigovanom koli~inom jona kalcijuma i magnezijuma (Becton Dickinson) uz do-
datak indikatora 1,6% brom krezol ljubi~astog (Merck) u finalnoj koli~ini od
100 L/100 mL podloge. Pre upotrebe ekstrakti TNKE i THD rastvarani su direktno
u DMSO (dimetilsulfoksid, Sigma). Suspenzija bakterija za inokulaciju pripemana
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Materijal i metode rada / Materials and methods
je u sterilnom 0,85% rastvoru NaCl (Zorka), a finalna gustina inokuluma iznosila je
pribli`no 5 x 105 CFU/mL.
Citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana (TNKE i THD) timijana u kon-
centracijama od 1280, 640, 320, 160, 80, 40, 20 i 10 g/mL ispitivan je na }elijskoj
liniji VERO (}elije bubrega velikog zelenog afri~kog majmuna) u mikrotitracionim
plo~ama sa ravnim dnom (Spektar). Za ispitivanje citotoksi~nog delovanja ek-
strakti timijana su rastvarani u DMSO ~ija je koncentracija iznosila 16 g/mL. ]e-
lijska linija VERO je odr`avana standardnom metodom tripsinizacije i subpasa`a-
ma. Kao hranljiva podloga za njihov rast kori{}ena je Eagle - MEM (Sigma) sa do-
datkom 10% fetalnog tele}eg seruma (Sigma) kao i 100 IU/ml penicilina (Sigma),
100 g/ml streptomicina (Sigma) i 25 IU/ml nistatina (Sigma) radi spre~avanja
kontaminacije }elijskih linija bakterijama i gljivicama. Radi dobijanja subpasa`a,
}elijske linije su tripsinizirane kombinacijom tripsin-versena (Becton Dickinson).
Suspenzija tripsiniziranih }elija je razlivana u mikrotitracione plo~e sa ravnim
dnom i inkubisana na temperaturi od 36oC u atmosferi sa 5-10%CO2. Nakon do-
bijanja kontinuiranog rasta }elija na dnu mikrotitracione plo~e, vr{ena su dalja is-
pitivanja CTE ekstrakata.
Metode
Natkriti~na ekstrakcija timijana izvedena je na temperaturi od 40oC i
pritisku od 11,5 Mpa u prethodno opisanom (Zizovic i sar., 2007) laboratorijskom
postrojenju za NKE Autoclave Engineers SCE Screening System, sa ugljen-
dioksidom kao natkriti~nim fluidom. Hidrodestilacija timijana izvedena je u labora-
torijskoj aparaturi za hidrodestilaciju po Klevend`eru u trajanju od 4 sata.
Izolacija i identifikacija bakterija vr{ena je primenom konvencionalnih
mikrobiolo{kih metoda. Ispitivanje osetljivosti izolovanih sojeva Staphylococcus
vrsta na oksacilin u cilju otkrivanja sojeva MRSA, kao i Enterococcus vrsta na van-
komicin u cilju otkrivanja sojeva VRE, vr{eno je primenom disk difuzione metode
prema preporukama CLSI iz 2008. godine (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute, USA). Antibakterijsko delovanje ekstrakata timijana ispitivano je primenom
mikrodilucione metode u bujonu, tako|e na osnovu CLSI standarda iz 2008. go-
dine.
Citotoksi~ni efekat ekstrakata timijana u razli~itim koncentracijama
pra}en je pomo}u invertnog mikroskopa (Karl Zeiss) u razli~itim vremenskim in-
tervalima (2h, 4h i 24 h).
Rezultati ispitivanja antibakterijskog delovanja ekstrakata timijana pri-
kazani su u tabeli 1. Mo`e se uo~iti da je ekstrakt timijana dobijen procesom hidro-
destilacije (THD) imao zna~ajno ja~e antibakterijsko delovanje od natkriti~nog ek-
strakta timijana (TNKE).
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Rezultati / Results
Dobijene vrednosti MIC THD ekstrakta kretale su se od 160 g/mL do
1280 g/mL za sve sojeve bakterija obuhva}ene ispitivanjem. Najja~e antibak-
terijsko delovanje sa vrednosti MIC od 160 g/mL ispoljio je ekstrakt THD na 4
soja Staphylococcus vrsta i to Staphylococcus aureus ATCC 11632, dva soja
Staphylococcus intermedius poreklom od psa i ma~ke i 1 soj Staphylococcus epi-
dermidis poreklom od ma~ke. Ekstrakt THD je ispoljio i dobro antibakterijsko de-
lovanje sa vredno{}u MIC od 320 g/mL za sve stafilokoke iz kategorije MRSA
obuhva}ene ovim ispitivanjem i to na 1 soj S.capitis poreklom od psa, na 2 soja
S.haemolyticus poreklom od psa i ma~ke i na 1 soj S.epidermdis tako|e porekom
od ma~ke. Ekstrakt timijana THD ispoljio je umereno jako antibakterijsko de-
lovanje na sojeve Enterococcus vrsta (uklju~uju}i i sojeve VRE) sa vrednostima
MIC od 640 g/mL. Identi~nu vrednost MIC ekstrakt THD ispoljio je i na dva soja
Stahylococcus vrsta i to S.aureus ATCC 25923 i S.epidermidis poreklom sa ko`e
psa. Ekstrakt nije delovao na Streptococcus vrste uklju~ene u ovo ispitivanje, od-
nosno vrednosti MIC ekstrakata su iznosile >2560 g/mL za ove sojeve bakterija.
Tabela 1. Rezultati antibakterijskog delovanja ekstrakta timijana dobijenih procesom
hidrodestilacije (THD) i natkriti~ne ekstrakcije (NKE)
Table 1. Results of antibacterial effect of thyme extract obtained by hydrodistillation process (THD) and
supercritical extraction (NKE)
Ispitivani soj i njegovo poreklo /
Examined strain and its origin
Vrednosti MIC u mg/mL /





Streptococcus pyogenes ATCC 19615 1280 2560
Streptococcus agalactiae ATCC 27959 1280 2560
Streptococcus uberis – ko`a zamorca / guinea pig skin 1280 2560
S. equi ssp. Zooepidermicus – ko`a psa / dog skin 1280 2560
Enterococcus faecalis (VRE) – prepucijum psa / dog prepuce 640 2560
Enterococcus faecalis (VRE) – mozak psa / dog brain 640 2560
Enterococcus faecalis (VRE) – humani urin / human urine 640 1280
Enterococcus faecalis – jetra mi{a / mouse liver 640 2560
Staphylococcus aureus ATCC 11632 160 >2560
Staphylococcus aureus ATCC 25923 640 >2560
Staphylococcus intermedius – uho psa / dog ear 160 1280
Staphylococcus capitis (MRSA) – uho psa / dog ear 320 >2560
Staphylococcus haemolyticus (MRSA) – oko psa / dog eye 320 2560
Staphylococcus haemolyticus (MRSA) – nos psa / dog nose 320 2560
Staphylococcus epidermidis (MRSA) – ko`a ma~ke / cat skin 320 2560
Staphylococcus epidermidis – oko ma~ke / cat eye 160 1280
Staphylococcus intermedius – oko psa / dog eye 160 320
Staphylococcus epidermidis – ko`a psa / dog skin 640 1280
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Natkriti~ni ekstrakt timijana (TNKE) pokazao je dobro antibakterijsko
delovanje samo na 1 soj od svih sojeva uklju~enih u ispitivanje i to na soj S.inter-
medius izolovan iz oka psa sa dobijenom vredno{}u MIC od 320 g/mL. Nat-
kriti~ni ekstrakt timijana (TNKE) nije pokazao antibaterijsko delovanje u primen-
jenim koncentracijama za ostale sojeve bakterija obuhva}ene ispitivanjem, jer su
dobijene vrednost MIC ovog ekstrakta iznosile 1280 g/mL do >2560 g/mL za
sve ostale ispitivane sojeve.
Rezultati citotoksi~nog delovanja ekstrakata timijana prikazani su u ta-
belama 2 i 3 kao i na slikama 1, 2 i 3. Najpre je ispitivan citotoksi~ni efekat rast-
vara~a za ekstrakte dimetilsulfoksida (DMSO) u koncentracijama od 1 g/mL do
2560 g/mL. Ispitivanjem je dobijena grani~na koncentracija DMSO od 16 g/mL
koja nije ispoljila citotoksi~no delovanje na }elije VERO. Pre ispitivanja citotok-
si~nosti, ekstrakti timijana su rastvarani u podlozi za kulturu }elija Eagle MEM uz
dodatak 16 g/mL DMSO. Interesantno je da je DMSO u koncentracijama ve}im
od 16 g/mL pokazao citotoksi~ni efekat ve} posle 2 ~asa inkubacije na 37oC, dok
u koncentracijama od 16 g/mL i ni`im nije ispoljio citotoksi~ni efekat ni posle
48 ~asova inkubacije.
Pra}enje pojave citotoksi~nog efekta ekstrakata timijana na VERO
}elijama vr{eno je mikroskopski posle 2, 4 i 24 ~asa. U prva 4 ~asa inkubacije nisu
se pojavile promene na VERO }elijama, a nakon 24 ~asa inkubacije ustanovljen je
jak citotoksi~ni efekat oba ispitivana ekstrakta (THD i TNKE) u koncentracijama od
80 g/mL do 2560 g/mL. Ispitivani ekstrakti u koncentracijama od 40 g/mL i
ni`im nisu ispoljili citotoksi~no delovanje, odnosno }elije VERO ostale su nepro-
menjene i identi~nog izgleda kao i kontrole.
Tabela 2. Pra}enje citotoksi~nog efekta ekstrakta timijana THD na }elije VERO /





Ispitivane koncentracije u g/mL /
Examined concentrations in µg/mL
2560 1280 640 320 160 80 40 20 10
2 h – – – – – – – – –
4 h – – – – – – – – –
24 h + + + + + + – – –
Tabela 3. Pra}enje citotoksi~nog efekta ekstrakta timijana TNKE na }elije VERO /





Ispitivane koncentracije u g/mL /
Examined concentrations in µg/gL
2560 1280 640 320 160 80 40 20 10
2 h – – – – – – – – –
4 h – – – – – – – – –
24 h + + + + + + – – –
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Slika 2. Izgled }elija VERO (citotoksi~ni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) u koncentraciji od 1280 g/mL /
Figure 2. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by supercritical
extraction process (TNKE) in concentration of 1280 µg/mL
Slika 1. Izgled }elija VERO (citotoksi~ni efekat) u prisustvu ekstrakta timijana dobijenog
procesom hidrodestlacije (THD) u koncentraciji od 1280 g/mL /
Figure 1. Appearance of VERO cells (cytotoxic effect) in presence of thyme extract obtained by hydrodistil-
lation process (THD) in concentration of 1280 µg/mL
Slika 3. Izgled }elija VERO u kontrolama bez prisustva ekstrakata timijana /
Figure 3. Appearance of VERO cells in controls without presence of thyme extract
U ovom ispitivanju kori{~ena je mikrodiluciona metoda u bujonu za
odre|ivanje vrednosti MIC antibiotika prema preskripciji CLSI, 2008. Jedina modi-
fikacija metode odnosila se na to da su umesto antibiotika kori{}eni biljni ekstrak-
ti, ali procedura, princip metode kao i na~in pripremanja i vrste hranljivih podloga
nisu promenjeni.
Koekstrakcija smola i masnih ulja je jedna od ote`avaju}ih okolnosti u
ispitivanjima antimikrobnog delovanja natkriti~nih ekstrakata jer se oni ne rast-
varaju u vodi, a metode za odre|ivanje vrednosti MIC baziraju se na rastvaranju
supstancija ~ija se vrednost MIC ispituje u vodenim (te~nim) rastvorima odnosno
hranljivim podlogama. Pojedini autori preporu~uju zagrevanje hranljive podloge i
samih ekstrakata radi lak{eg rastvaranja, ali ta metoda rada nije primenjena s ob-
zirom na to da su mnogi sastojci ekstrakata termolabilni pa se raspadaju ili deak-
tiviraju na vi{im temperaturama. Stoga je kao rastvara~ bio kori{}en DMSO koji
nema antibakterijsko delovanje. Za potrebe ispitivanja antibakterijskog delovanja
ekstrakata timijana (THD i TNKE) kori{}en je nerazbla`eni DMSO.
Nije isklju~eno da su DMSO i ekstrakti timijana imali sinergisti~ko cito-
toksi~no delovanje na }elije VERO, tj postoji mogu}nost da bi ~isti, nerastvoreni
ektrakti imali slabiji citotoksi~ni efekat bez prisustva DMSO, me|utim, za sada se
ova pretpostavka ne mo`e proveriti jer ekstrakte timijana, kako THD tako i TNKE
nije mogu}e razbla`ivati do ispitivanih koncentracija ukoliko se prethodno ne rast-
vore u DMSO.
Iz prikazanih rezultata mo`e se uo~iti da su ekstrakti timijana imali cito-
toksi~ni efekat na }elijama VERO u koncentracijama od 80 g/mL i vi{e dok je u
antibakterijskim ispitivanjima najmanja dobijena vrednost MIC ovih ekstrakata
iznosila 160 g/mL. Druga~ije re~eno, ekstrati timijana u koncentracijama
160 g/mL i vi{im ne mogu biti primenjeni u klini~koj terapiji infekcija izazvanih
stafilokokama, streptokokama i enterokokama iako su pokazali dobro antibak-
terijsko delovanje naro~ito na stafilokoke, upravo iz razloga {to ovi ekstrakti imaju
citotoksi~ni efekat u svim koncentracijama koje odgovaraju dobijenim vredno-
stima MIC.
Zna~ajno je da se istakne da kao rastvara~ za biljne ekstrakte (uljane
supstancije) mo`e da se koristi i 1,2-propanediol (propilen glikol). Ova susptan-
cija tako|e pokazuje citotoksi~no delovanje na }elije VERO u odre|enim, manjim
koncentracijama, ali se uprkos tome u farmaceutskoj industriji koristi za rastvara-
nje uljanih lekovitih supstancija za primenu u veterinarskoj i humanoj medicini.
Me|utim, u preliminarnim ispitivanjima je ustanovljeno da se ekstrakti timijana
THD i TNKE zna~ajno bolje rastvaraju u DMSO nego u 1,2-propanediolu pa je
stoga u ovom ispitivanju kori{}en samo DMSO.
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Diskusija / Discussion
Ekstrakt timijana dobijen procesom hidrodestilacije (THD) ima jako do
umereno jako antibakterijsko delovanje na neke sojeve Stahylococcus i Entero-
coccus vrsta uklju~uju}i i sojeve MRSA i VRE. Ekstrakt timijana dobijen procesom
natkriti~ne ekstrakcije (TNKE) nije pokazao dobro antibakterijsko delovanje na
ve}inu ispitivanih sojeva bakterija osim na 1 soj Stahylococcus intermedius. Ispiti-
vani ekstrakti timijana nisu pokazali antibakterijsko delovanje na Streptococcus
vrste uklju~ene u ovo ispitivanje. Ispitivani ekstrakti timijana pokazali su jak cito-
toksi~ni efekat na }elije VERO u relativno niskoj koncentraciji od 80 g/mL.
1. Burt S. Essential oils – their antimicrobial properties and potential application in foods – a
review, Int J Food Microbiol 2004; 94: 223-53.
2. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing; eighteenth informational supplement, 2008.
3. Dorman HJD, Deans SG. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of plant
volatile oils. J Appl Microbiol 2000; 88: 308-16.
4. Gli{i} S, Mi{i} D, Stameni} M, Zizovic I, A{anin R, Skala D. Supercritical Carbon Dioxide
Extraction of Carrot Fruit Essential Oil – Chemical Composition and Antimicro-
bial Activity. Food Chemistry 2007; 105: 346-52.
5. Mi{i} D, @i`ovi} I, Stameni} M, A{anin R, Risti} M, Petrovi} SD, Skala D. Antimicrobial ac-
tivity of celery fruit isolates and SFE process modeling. Biochemical Engineer-
ing Journal 2008; 42, 148-52.
6. Aarestrup FM. Occurrence, selection and spread of resistance to antimicrobial agents
used for growth promotion for food animals in Denmark. APMIS 2000; 101: 1-
48.
7. Nordmann P, Naas T, Fortineau N, Poirel L. Superbugs in the coming new decade: mul-
tidrug resistance and prospects for treatment of Staphylococcus aureus, Ente-
rococcus spp., Pseudomonas aeruginosa in 2010. Current Opinion in Microbi-
ology 2007; 10: 1-5.
8. Vengust M, Anderson MEC, Rousseau J, Weese JS. Methicillin-resistant staphylococcal
colonization in clinically normal dogs and horses in the community. Letters in
Applied Microbiology 2006; 43: 602-6.
9. @i`ovi} I, Stameni} M, Orlovi} A, Skala D. Supercritical carbon dioxide extraction of es-
sential oils from plants with secretory ducts: Mathematical modelling on the
micro-scale. Journal of Supercritical Fluids 2007; 39: 338-46.
26
Vet. glasnik 63 (1-2) 17 - 27 (2009) D. Mi{i} i sar.: Antibakterijsko delovanje i citotoksi~ni
efekat natkriti~nog ekstrakta timijana i ekstrakta timijana dobijenog procesom...
Zaklju~ak / Conclusion
Literatura / References
ANTIBACTERIAL EFFECT AND CYTOTOXIC EFFECT OF SUPERCRITICAL
EXTRACTION OF THYME AND THYME EXTRACT OBTAINED THROUGH
HYDRODISTILLATION PROCESS
D. Mi{i}, J. Ni{avi}, Irena @i`ovi}, Jasna Ivanovi}
Investigations of antibacterial effect of supercritical extraction of thyme
(TNKE) and thyme extract obtained by hydrodistillation (THD) covered 18 bacteria strains
from the genuses Staphylococcus, Streptococcus and Enterococcus, including the strains
MRSA, the strains VRE, as well as the reference strains S.pyogenes ATCC 19615, S. agalac-
tiae ATCC 27959, S. aureus ATCC 11632, and S.aureus ATCC 25923. The anibacterial effect
of thyme extracts was examined using the microdillution method in bouillon, and the cyto-
toxic effect of thyme extract was examined on the VERO cell line. The obtained values for
MIC THD extract ranged from 160µg/mL to 1280µg/mL for all bacteria strains covered by
the investigations. The obtained values for MIC TNKE extract were 1280 µg/mL to
2560 µg/mL for all examined strains except for 1 strain of S. intermedius of 32 0 µg/mL. The
examined extracts revealed a cytotoxic effect on the VERO cell line in concentrations higher
than 40 µg/mL.
Key words: extracts, thyme, antibacterial effect, cytotoxic effect
ANTIBAKTERIALÃNOE DEYSTVIE I CITOTOKSI^ESKIY ÕFFEKT
NADKRITI^ESKOGO ÕKSTRAKTA TIMÃÂNA I ÕKSTRAKTA TIMÃÂNA,
POLU^ENNOGO PROCESSOM GIDRODISTILLÂCII
D. Mi{i~, Y. Ni{avi~, Irena @i`ovi~, Âsna Ivanovi~
Ispìtaniem antibakterialÝnogo deystviÔ nadkriti~eskogo Ìkstrakta
(TNKE) i Ìkstrakta timÝÔna, polu~ennogo gidrodistillÔciey (TGD) ohva~eno 18
{tammov bakteriy iz rodov Staphylococcus, Streptococcus i Enterococcus, vklÓ~aÔ
{tammì MRSA, {tammì VRE slovno i referentnìe {tammì S. pyogenes ATCC
19615, S. agalactiae ATCC 27959, S. aureus ATCC 11632 i S. aureus ATCC 25923. Anti-
bakterialÝnoe deystvie Ìkstraktov timÝÔna ispìtìvano primeneniem mikrodi-
lucionnogo metoda v bulÝone, a citotoksi~eskiy Ìffekt Ìkstraktov timÝÔna
ispìtìvan na kleto~noy linii VERO. Polu~ennìe stoimosti MIK TGD Ìkstrakta
dviglaisÝ ot 160 g/ml do 1280 g/ml dlÔ vseh {tammov bakteriy, ohva~ennìe
ispìtniem. Polu~ennìe stoimosti MIK TNKE Ìkstrakta sostavlÔli (v summe)
1280 g/ml do >2560 g/ml dlÔ vseh ispìtannìh {tammov krome za 1 {tamm S. inter-
medius ot 320 g/ml. Citotoksi~eskiy Ìffekt na kleto~noy linii VERO ispì-
tìvanì Ìkstraktì proÔvili v koncentraciÔh vìs{im ot 40 g/ml.
KlÓ~evìe slova: Ìkstraktì, timÝÔn, antibakterialÝnoe deystvie, citotoksi-
~eskiy Ìffekt
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